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(54)Be2eichnung: VERBESSERUNG DER REGENERATION VON OLIGODENDROCYTEN 
(57) Abstract 

The invention concerns a method for improving the regenera- 
tion of oligodendrocytes, in particular human oligodendrocytes, by 
treating oligodendrocytes in a cell culture with nerve growth factor ^ ^ 
(NGF) or active fragments of NGF. Also disclosed is a composition % § 
for the treatment of illnesses in which demyelinalion of the nerve fi- ^ ^ 
bres occurs, the composition containing as an active substance NGF S g 
or an active fragment of NGF, optionally together with the custom- 
ary carriers, fillers, dilution agents and other auxiliaries. ^2 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Verbesserung der Re- 
generation von Oiigodendrocyten, insbesondere von humanen Oligo- 
dendrocyten, bei dem man Oiigodendrocyten in Zellkultur mit Nerve 
Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragnienten von NGF behan- 
de!t. Weiterhin wird eine Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern ein- 
tritt, offenbart, die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment da- 
von, gegebenenfalls zusammen mit phannazeutisch ubiichen Trager-, 
Hilfs-, Full- und Verdunnungsmitteln enthalt. 
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Verbesserung (5er Regeneration von Oligodencirocyten 
Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Verbes- 
serung der Regeneration von Oligodendrocyten insbesondere 
von humanen Oligodendrocyten . Weiterhin betrifft die Erfin- 
dung eine pharmazeutische Zusammenset zung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt/ sowie ein Verfahren zu deren Herstellung. 

Die Umhiillung von Nervenfasern iin zentralen Nervensystem 
( ZNS ) mit Myelin ist essentieli fur das FunJctionieren der 
Weitergabe von neuronaien Signalen, Die Myelinhiille wird von 
Oligodendrocyten (OL) gebildet, die ihre Fasern um das Axon 
einer Nervenzelle wickeln* Krankheiten, wie etwa Multiple 
Sklerose,. bei denen die Myelinhiille des Axons geschadigt oder 
zerstort wird, fiihren auch zu Schadigungen der OL. Im Gegen- 
satz zum peripheren Nervensystem (PNS) ist eine Remyelinie- 
rung von Nervenzellen im adulten ZNS funktional unwirksajn* 
Daher ist die Identif izierung und Charakterisierung ' von Fak- 
toren, die fiir die Regenerierung von OL verantwortlich sind, 
fiir das molekulare Verstandnis von deinyelinierenden Krankhei- 
ten und die Entwicklung von therapeutischen Mitteln sehr 
bedeutsam. 

Reife Oligodendrocyten, die aus adultem Schweinehirn isoliert 
wurden, regenerieren bei Kultivierung in vitro und bilden 
innerhalb 14 Tagen ein Fasernet zwerk aus (Althaus et al. 
(1984), Naturwissenschaf ten 71, 309-315). Diese OL-Kulturen 
stellen daher ein hervorragendes Testsystem zur Ermittlung 
von Substanzen dar, welche die Regenerierung von OL stimulie- 
ren. Es wnrde damit bereits gezeigt, daB Phorbolester wie 
etwa Phorbol-12-myristat-13-acetat (TPA) die Faserregenera- 
tion der OL erheblich steigern konnen. Phorbolester kommen im 
Milchsaft der Wolf smilchgewachse oder in Crotonol aus den 
Samen des indischen Croton tiglium vor. Sie sind jedoch als 
mogliche Arzneimittel zur Behancilung von demyelinierden 
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Krankheiten voilig ungeeignet da sie stark lokal reizend und 
kokarzinogen wirken. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, eine Sub- 
stanz zu finden^ die eine Verbesserung der Regeneration von 
Oligodendrocyten bewirkt und zugleich keine Toxizitat auf- 
weist . 

Die erf indungsgemafle Aufgabe wird durch ein Verfahren zur 
Verbesserung der Regeneration von Oligodendrocyten, insbeson- 
dere humanen Oligodendrocyten gelost, welches dadurch gekenn- 
zeichnet ist, dafl man Oligodendrocyten in Zellkultur mit 
Nerve Growth Factor (NGF) oder aktiven Fragment en von NGF 
behandelt . 

Die Bezeichnung "NGF" oder "aktives Fragment von NGF" im 
Sinne der vorliegenden Erfindug betrifft natiirlichen NGF;. 
insbesondere natiirlichen humanen oder murinen NGF und alle 
Fragmente oder Derivate von NGF^- die dessen biologische Akti- 
vitat aufweisen, d.h. eine Verbesserung der Faserregenerie- 
rung von Oligodendrocyten in vitro oder/und die Proliferation 
von reifen Oligodendrocyten bewirken. Beispiele fiir NGF-Hole- 
kiile^ die sich fiir das erf indungsgemaBe Verfahren eignen, 
sind etwa NGF-S , NGF 2,53 oder NGF IS aus der Submaxillaris- 
Driise der Maus . Diese NGF-Molekiile sind beispielsweise von 
Sigma-St .Louis oder Boehringer Mannheim kommerziell erhalt- 
lich. Vorzugsweise fiihrt man das erf indungsgemaBe Verfahren 
mi-t einem humanen NGF, besonders bevorzugf mit humanem rekom- 
binantem NGF-8 durch. Die Herstellung eines aktiven NGF-Frag- 
ments durch tryptische Verdauung von NGF ist bei Mercanti et 
al. (Biochim.Biophys;Acta 496 (1977), 412-419) beschrieben. 
Dieses Fragment besteht aus zwei linearen Oligopeptiden, die 
durch eine Disulf idbriicke verknupft sind, und enthalt die 
Aiainosaurereste 10 bis 25 und 75 bis 8 8 der Aminosauresequenz 
von NGF (entsprechend der Nomenklatur von Angeletti und 
Bradshaw (1970)^ Proc .Natl .Acad .Sci. USA 68, 2417-2421), 
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Bei Behandiung von Oligodendrocyten in Zellkultur mit NGF 
(NGF 2,5S Oder humaner rekombinanter NGF) wurde die Faserre- 
generation der OL ahnlich wie bei Behandiung mit Phorbol- 
estern, aber mit einem etwas anderen zeitlichen Verlauf 
verbessert. So vAirde bei Behandiung von OL mit Phorbolester 
ein Fasernetzwerk bereits nach 24 Stunden erzeugt, wahrend 
dafiir in Gegenwart von NGF 4 8 Stunden erforderlich waren. Die 
NGF-Wirkung wurde durch Anti-NGF-Antikorper inhibiert. 

Steigende NGF-Wirkungskonzentrationen ergaben keine schnelle- 
re Regeneration der OL-Fasern, es wurde jedoch gefunden, da6 
das AusmaQ der Faserelongation und -verzweigung konzentra- 
tionsabhangig war- Durch NGF konnte die Faserproduktion in 
alien Oligodendrocyten verbessert werden, welche mindestens 
fiir die Untersuchungsdauer (2 Wochen) iiberlebten. 

Zusatzlich wurde f estgestellt da3 NGF 2,5S die Proliferation 
einer Subklasse von kultivierten reifen OL induziert. Mit 
humanem rekombinantem NGF wurden ahnliche Resultate erhalten, 
Diese Wirkung war konzentrationsabhangig und trat erst auf^, 
wenn die Zellen langer als 24 Stunden mit NGF behandelt wur- 
den. Die Induzierung der Proliferation wurde durch Anti-NGF- 
Antikorper blockiert. Die hochste Rate der NGF-Prolif eration 
wurde bei Behandiung der Zellen mit einer Kombination von 
Phorbolester und NGF gefunden. 

Die Wirkung von NGF kann auch verbessert werden, wenn die 
Behandiung der Oligodendrocyten mit einer Kombination von NGF 
und einem oder mehreren Proteasehemmstof f en erfolgt, Ein 
Beispiel fiir einen geeigneten und bevorzugten Proteasehemm- 
stoff ist Aprotinin, das beispielsweise unter dem Handelsna- 
men "Trasylol" von Bayer-Leverkusen vertrieben wird. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
pharmazeatische Zusajnmensetzung zur Behandlung yon Krankhei- 
ten^ bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern eintritt, 
und die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment davon, 
gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilfs-^ Fiill- und Verdunnungsmitteln enthalt . Vorzugsweise 
enthalt die pharmazeutische Zusammensetzung humanen NGF, 
vorzugsweise humanen rekombinaten NGF-S . Weiterhin kann die 
Zusammensetzung einen oder mehrere pharmazeutisch vertragli- 
che Proteasehemmstof f e^ beispielsweise Aprotinin enthalten. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung 
einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt, die als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenf alls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen 
Trager-, Hilfs-, Fiill- und Verdiinnungsmitteln enthalt, wobei 
man vorzugsweise als Wirkstoff humanen NGF, besonders bevor- 
zugt humanen rekombinanten NGF-3 verwendet. 

Fiir die Herstellung von pharmazeutischen Praparaten konnen 
die erf indungsgemafien Zusammensetzungen mit therapeutisch 
akzeptablen Tragersubstanzen verarbeitet werden- Geeignete 
Trager fiir die Herstellung von derartigen Losungen sind Was- 
ser, Polyole, Saccharose, Invertzucker und Glucose- Geeignete 
Trager fiir In jektionslosungen sind Wasser, Alkohole, Polyole, 
Glycerin und pflanzliche Ole. 

Die pharmazeutischen Praparate konnen ferner Konservierungs- 
mittel, Losungsmittel, Stabilisierungsmittel, Netzmittel, 
Emulgiermittel, Salze zur Veranderung des osmotischen Drucks , 
Puffer sowie gegebenenf alls andere therapeutische Wirkstoffe 
enthalten. 

Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfasern 
eintritt und die mit Hilfe der erf indungsgemaflen pharmazeuti- 
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schen Zusammensetzung behandelbar sind, konnen etwa durch 
Entziindungen, autoimmunologische Prozesse;. Enzyme oder Toxine 
hervorgeruf en werden. Beispiele fiir solche Krankheiten sind 
etwa Multiple Sklerose, Slow Virus Enzephalie, verschiedene 
Formen der Myelitis oder Schwermetallvergif tungen • 

Die erf indungsgemaQe Zusammensetzung wird vorzugsweise syste- 
misch appliziert. Die Applikation kann durch die dem Fachmann 
gelaufigen Methoden erfolgen, beispielsweise intrazisternai 
Cf intravenos oder peripher. Zur intrazisternalen oder intra- 
venosen Applikation kann NGF, beispielsweise in physiologi- 
scher Kochsalzlosung , suspendiert sein- 

Die Zugabe von Proteaseheirmistof f en, z.B. Aprotinin, ist bei 
taglicher Verabreichung von NGF nicht zwingend erf orderiich , 
bietet aber einen Schutz gegeniiber Proteasen, die NGF unwirk- 
sam machen konnten. Die bevorzugte Untergrenze der taglich 
verabreichten NGF-Dosis liegt bei einer Konzentration von 10 
ng NGF/ml Blut, wahrend die bevorzugte Obergrenze bei 300 ng 
NGF/ml liegt. Die Verabreichung von NGF erfolgt vorzugsweise 
liber einen langeren Zeitraum, d.h. mindestens 43 Stunden- 

Die vorliegende Erfindung soli weiterhin durch die folgenden 
Beispiele in Verbindung mit den Figuren 1 und 2 verdeutiicht 
werden. Es zeigen: 

Figur 1 das Faserwachstum von Oligodendrocyten in Gegenwart 
von NGF und 

Figur 2 den Einbau von [^H] Thymidin in kultivierte Oligo- 
dendrocyten in Gegenwart ver schiedener Wachstums- 
faktoren. 
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Belsplel 1 

Kultivierung von Oligodendrocy-ten 

Oligodendrocyten warden aus dem Corpus callosum von ca. 1- 
jahrigen Schweinen uber einen Dichtegradienten gewonnen und 
anschlieQend in Kultur gebracht ( Gebicke-Harter et al . 
(1984), J.Neurochem- 42^ 357-368). Die Zellen vurden auf 
Poly-D-lysin beschichtete Petrischalen ausgesat und in einem 
Medium bestehend aus MEK/HAM's F-10 (1:1 v/v) , 10 % fotalem 
Kalberserum sowie Transferrin (10 prg/mi ) , Insulin 5 fjg/ml und 
Mezlocillin (40 ;ig/ml) bei iiblichen Kulturbedingungen (5 % 
CO2 r 37 °C) kultiviert- Aufgrund ihrer Oberf lachencharaJcteri- 
stika handelte es sich bei den Zellen urn reife Oligodendrocy- 
ten, sie waren immunocytochemisch GC" , WP* (Marker fiir reife 
OL), A2B5- (Marker fur OL-Vorlauf erzellen) und 0X42* (Marker 
fiir Mikrogliazellen) . Als Marker wurden monoklonale Antikor- 
per und polyklonale Antiseren verwendet. 

Beisoiel 2 

Wachs-tum von Oligodendrocytenf asern in Gegenwart von NGF 

Zu Oligodendrocyten aus Beispiel 1 wurden nach 6 Tagen Kulti- 
vierung in vitro NGF (humaner rekombinanter NGF-B , 100 ng/ml) 
und Trasylol (100 0 U/ml, Bayer Leverkusen) zum Kulturmedium 
gegeben, das taglich erneuert wurde. Die durch Trasylol ver- 
ursachte Proteasehemmung sorgte fiir einen konstanteren NGF- 
Spiegel wahrend der Kultivierung- Nach zweitagiger Behandlung 
wurden die Zellen fixiert und elektronenmikroskopisch unter- 
sucht- Figur 1 zeigt einen Vergleich der Faserlange zwischen 
unbehandelten Kontro'llzellen, NGF-behandelten Zellen und 
Phorbolest.er (TPA) -behandelten Zellen. Die Faserlange, die 
anhand vergroBerter Phasenkontrastphotographien ermittelt 
wurde, zeigte in Kontrollkulturen und NGF-behandelten Kultu- 
ren einen statistisch signif ikanten Unterschied (t-Test, 
Faserlange/Zellzahl, p < 0,001)", wie es auch bei TPA-behan- 
delten Kulturen der Fall war. 
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Beispiel 3 

Proliferation von reifen Oligodendrocyten in Gegenwart von 



Oligodendrocyten- vurden auf Poly-D-Lysin-beschichteten Multi- 
well-Kulturplatten (160.000 Zellen/Well) nach 6 Tagen in 
vitro mit ver schiedenen Wachstumsf aktoren (plus Trasylol) mit 
den in Tabelle' 1 gezeigten Konzentrationen behandeit, wobei 
das Kulturmedium taglich erneuert vairde. Die Proliferation 
der Oligodendrocyten wurde iiber den Einbau von [ ^ H ] -Thymidin 
in 24 -stiindigen Intervallen gemessen, Jede Behandlung wurde 
doppeit durchgefiihrt und mindestens zweimal wiederholt. Die 
Standardabweichung zwischen den einzelnen Proben war im Be- 
reich von 20 bis 25 %• 

Tabelle 1 

Getestete Substanz OL-Faserbildung Herkunft der Substanz 

l.NGF (2,5 S) Maus-Submaxillaris- 
( 10-300ng/ini) + Driise 



NGF 



• 2 . NGF (2,5 S ) 
(100 ng/ml) 



anti-NGF/l:200) 



Kaninchen ( polyklonal ) 



3 .NGF-6 



( 10-lOOng/ml) 



human, rekombinant 



4 . Trasylol 
( lOOOU/ml ) 



Handel s name von Apro- 
tinin , Bay er-Lever- 
kusen 



5 • Interleukin-2 
( lOO-lOOOU/ml ) 



human, rekombinant 
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5.EGF ( l-lOOng/ml) 

(Epidermal Growth Factor) 



Maus-Submaxillaris- 
Driise 



7.FGF (a/b) 
( l-200ng/mi) 

(Fibroblast Growth Factor) 



Rind 



S.ZGF I/II 

( lO-lOOng/ml) 
(Insulinlike Growth 
Factor) 

9-PDGF (2-lOng/ml) 
(Platelet Derived 
Growth Factor) 



human,, rekombinant 



humane Plattchenzellen 



Die verschiedenen Wachstumsf aktoren wurden von Sigma-St .Louis 
(1,2,5,7,9) und Boehringer Mannheim (1-3, 8) bezogen. Das 
taglich erneuerte Kulturmedium wurde mit 10 % fotaiem Kalber- 
serum versetzt und enthielt die Wachstumsf aktoren in den 
jeweils oben angegebenen Endkonzentrationen + 1000 U/ml Tra- 
sylol. Bei IGF I und II wurde die gewohnliche Insulinkonzen- 
tration von 5 ^xq auf 0,5 fiq/ml verringert. Die Faserbildung 
wurde wie folgt klassif iziert : 

einige kurze (mit einer Lange von 3-4x des Korperdurch- 
messers) Fasern und sehr wenige Verzweigungen vorhanden, 
entspricht den Kontrollkulturen; 
+ Fasernetzwerk mit verstarktem Stof fwechsel . 

Figur 2 zeigt den Einbau von [ 3 H ] -Thymidin in Gegenwart ver- 
schiedener Wachstumsf aktoren. Dabei ist ersichtlich, daB 
neben Phorbolester (TPA) nur NGF eine Wirkung auf die Proli- 
feration von or. zeigt. In Gegenwart von Anti-NGF-Antikorper 
wird die durch NGF erzeugte Zellprolif eration vollstandig 
inhibiert . 
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Patentanspriiche 

Verfahren zur Verbesserung der Regeneration von Oiigo- 
dendrocyten, insbesondere von humanen Oligodendrocyten , 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man Oligodendrocyten in Zellkultur mit Nerve Growth 
Factor (NGF) oder aktiven Fragmenten von NGF behandelt. 

Verfahren nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet^- 
dafl man ■ die Behandlung mit humanem rekombinantem NGF-6 
durchfiihrt. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichn.et, 
daS man weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstof f e 
zusetzt, 

Verfahren nach Anspruch 3 , 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man Aprotinin als Proteasehemmstof f ve.rwendet* 

Pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von 
Krankheiten, bei denen eine Demyelinierung von Nervenfa- 
sern eintritt, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB sie als Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment 
davon, gegebenenf alls zusajnmen mit phannazeutisch iibli- 
chen Trager-, Hilfs-, Fiill- und Verdiinnungsmitteln ent- 
halt. 

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS sie als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF-S ent- 
halt. 
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Pharmazeutische Zusaimnensetzung nach Anspruch 5 oder 6, 
dadurch gekennzeichnet, 
da/3 sie weiterhin einen oder mehrere Proteasehemmstof f e 
enthalt. . 

Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS sie als Proteasehemmstof f Aprotinin enthalt. 

Verfahren zur Hersteilung elner pharmazeutischen Zusam- 
mensetzung zur Behandlung von Krankheiten, bei denen 
eine Demyelinierung von Nervenfasern eintritt;. die als 
Wirkstoff NGF oder ein aktives Fragment davon, gegebe- 
nenfalls zusammen mit phannazeutisch iiblichen Trager-y 
Hilfs-;. Full- und Verdiinnungsmitteln enthalt. 

Verfahren nach Anspruch 9 , 

dadurch gekennzeichnet, 
dae man als Wirkstoff humanes rekombinantes NGF verwen- 
det, 

Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Zusammensetzung weiterhin einen oder mehrere 
Proteasehemmstof fe enthalt . 

Verfahren nach Anspruch 11,. 

dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Zusammensetzung als Proteasehemmstof f Aprotinin 
enthalt, 

Verfahren zur Bekampfung von Krankheiten, bei denen eine 
Demyelinierung von Nervenfasern eintritt^ 
dadurch gekennzeichnet., 
daB man eine Zusammensetzung verabreicht, die als Wirk- 
stoff NGFoder ein aktives Fragment davon, gegebenen- 



wo 93/03140 



- 11- 



PCT/EP92/01173 



falls zusammen mit pharmazeutisch iiblichen Trager-, 
Hilf s - , Fiill- und Verdiinnungsmitteln enthalt . 

.4- Verfahren nach Anspruch 13^ 

dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Zusaitunenset zung intravenos verabreicht. 



wo 93/03140 



PCT/EP92/0H73 



1/2 



Fig. 1 
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Seiten 2353 - 2357; 

T UAMA CT Al - 'Prri-f-fain Iffnfl^P C 35 R COfnOOnefTt 
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slehe Seite 2355, rechte Spalte, Zeile 18 - 
Seite 2356, rechte Spalte, Zeile 21 
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1990, SPRINGER VERLAG BERLIN, BRD; 

Seiten 247 - 253; 
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Bd. 135, Nr. 2, Februar 1992, ELSEVIER, SHANNON, 
IRELAND; 

Seiten 219 - 223; 
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Feid I Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich ais ntcht rechercfaierfaar erwiesen haben (F rtsetzung von Punkt 1 auf Blott-l] 



Gemafl Artikei I7(a)a) wurde aus toigenden Grunden fur bcstimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 



□ 



Axispriiche Nr. 

weii Ste sich auf Gegenstande beziehen, 2U dcren Recherche die Bchbrde nicht verpflichtet ist, namiich 

Bemerkung: Obwohl die Anspruche 13,14 sich auf e1n Verfahren zur Behandlung 
des menschl 1chen/t1er1 schen Kdrpers bezlehen, wurde die Recherche durch- 
gefuhrt und grundete s1ch auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung/ 
Zusammensetzung. 

Anspriiche Nr. 

weii sie sich auf Tcile der intemationalen Anmeldung bezichen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprcchcn, 
daB eine sinnvoUe internauonaie Recherche niche durchgefiihrt werden kann, namiich 



I I Anspruche Nr. 

weii es sich dahei um abhangige Anspruche handelt, die niche entsprechend Sacz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgetaBc sind. 



Feid II Bemerkungen bei mangeinder Einheitiichkeit der Erilndung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Biatt \ ) 



Die iniernationaie Rechcrchenbehbrde hat festgesteilt, dafl diese intemationaie Anmeldung mchrcre Erfindungen enthait: 



I I Da der Anmeider alle cr/orderiichen zusatziichen Recherchengebiihren rechczeirig encrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internaiionaie Recherchen bench c auf alle recherchierbaren Anspruche der intemacionalen Anmeidung. 



□ 



Da fur aiie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbettsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche Recherche ngebuhr gerechtferdgt hade, hat die Incernadonaie Recherchenbehdrde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 



Da der Anmeider nur einige der erfordcrlichen zusatziichcn Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, ersireckt sich dieser 
inLcrnaiioaale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der intemacionaien Anmeidung, fur die Gebuhren enoichcei worden 
sind, namiich auf die Anspruche Nr. 



□ 



Der Anmeider hat die erfordcrlichen zusatziichcn Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Ernndung; diese ist in foigenden Ansprilchen er- 
faflt: 



Bctnerkuncea fainacfatlicfa efnes Widcrspruchs | j Die zusatziichcn Gebiihren wurden vom Anmeider unter Widerspruch gczaiiiL 

I I Die Zahiung zusatziicher Gebiihren erfolgte ohne Widerspruch. 
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